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Spinal muscular atrophy
  
Definition
Degeneration of lower (alpha) motor neurons of the 
anterior horn of the spinal cord resulting in wastage 
of the skeletal muscle function.
SMAs are genetically heterogenous group of neuromascular disorders with an autosomal recessive, autosomal 
dominant or X­linked recessive mode of inheritance  (Pearn J., 1980, Ogino S etal., 2002).
  The incidence of spinal muscular atrophy is about one in 
10, 000
 live births with a carrier frequency of one in 50
         (Pearn J., 1980, Ogino S etal., 2002).
 1:18000 in Caucasian (Rudolph etal., 1996)
  1:10000 in Japanese (Harada Y etal ., 2002)
 1:6000   in Americans (FSMA: 2003 Congressional Testimonial, Symonds 
& Wimsatt)
 1:35 Carrier frequency (Cusin etal., 2003)
   SMA incidence in Malaysia is unknown ( Watihayati et al., 2005)
Definition
Cross­section of the spinal cord and the three types of neurons. Spinal nerve roots and their neurons are shown on the left side. 
Spinal nerve tracts are shown in the white matter on the right side.
Essentials of physiology and anatomy, Ed 2
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Types of Neurons
1. Motor  neuron in anterior horn
2. Sensory neuron in ventral horn
3. Sympathetic and 
     parasympathetic neurons
4. Inter neurons
Alpha (α) motor neuron
Types of motor neurons
Gamma (γ) motor neuron
Extrafusal muscle fiber Intrafusal muscle fiber
1. Axon
2. Motor end­plate
3. Muscle fiber
4. Myofibril
Electron micrograph showing a cross section through 
the neuromuscular junction. T is the axon terminal, 
M is the muscle fiber. The arrow shows junctional folds 
with basal lamina. Postsynaptic densities are visible on 
the tips between the folds. Scale is 0.3 µm.
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   Aetiology of Spinal Muscular Atrophy (SMA)
•  Muscles weaken and waste away (atrophy) due to   
    degeneration of motor neurons (lower motor neurons) 
   
    which have their cell bodies in the spinal cord 
•   These lower motor neurons relay signals to the  
     muscle cells, which they receive from the brain via    
     upper motor neuron
•  When these neurons fail to function, the muscles  
     deteriorate 
•  So, in SMA the lower motor neurons especially the 
    α  motor neurons are degenerated
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Tract Pathway Function
Corticospinal tract
from the motor cortex to lower 
motor neurons in the ventral horn 
of the spinal cord
The major function of this 
pathway is fine voluntary motor 
control of the limbs. The pathway 
also controls voluntary body 
posture adjustments.
Corticobulbar tract
from the motor cortex to several 
nuclei in the pons  and medulla
Involved in control of facial and 
jaw musculature, swallowing and 
tongue movements.
Tectospinal tract/colliculospinal 
tract
from the superior colliculus to 
lower motor neurons
Involved in involuntary 
adjustment of head position in 
response to visual information.
Rubrospinal tract
from red nucleus to lower motor 
neurons
Involved in involuntary 
adjustment of arm position in 
response to balance information; 
support of the body.
Vestibulospinal tract
from vestibular nuclei, which 
processes stimuli from 
semicircular canals
It is responsible for adjusting 
posture to maintain balance.
Reticulospinal tract from reticular formation
Regulates various involuntary 
motor activities and assists in 
balance.
Motor tracts 
Introduction
Classification of SMA
Criteria
Distribution of paralysis Mode of inheritance Age of onset
Proximal
Distal
Autosomal dominant
Autosomal recessive
Ante or perinatal period
Infancy or childhood
Adult hood
SMA consortium (Zerres, 1999)
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Classification of Spinal Muscular Atrophy
Clinical Types of SMA (based on age of onset & achieved motor abilities)
SMA Type I
 (Acute form, Werding-Hoffmann disease)
SMA Type II
(Intermediate form)
SMA Type III
(Juvenile SMA, Kugelberg-
Welander disease)
SMA TypeIIIA
before 3 years + no reduction in life
44% of patients are able to walk at age of 20 years
SMA TypeIIIB 
After 3 years + no reduction in life
90% of patients are able to walk at age of 20 years
SMA Type IV
(Brunhide W et al., 2006)
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Clinical  & Genetic heterogeneity 
 
   
    
   
Introduction
Why alpha motor neurons 
degenerated?
Introduction
Because of absence of Full length Survival of motor neuron protein
Which is encoded by Survival of motor neuron gene (SMN1) 
Deletion of SMN1 gene  Mutation of SMN1 gene 
increased SMN mRNA decay 
reduction in full length functional SMN protein production 
decreased intracellular concentration of SMN proteins proportional to disease severity 
impaired spinal motoneuron axono and dendrogenesis 
failure of motor neurons to form synapses onto the corticospinal fibers of the upper motor 
neurons
Induction of prolonged apoptosis and elimination of these motor neurons by microglial cells 
Wang W et al., 2005, Young PJ et al., 2002)
(Chou SM et al., 1997)
(Simic G et al., 2008) 
(Lorson CL et al., 1999, Young PJ et al., 2002) 
(Lefebvre S et al., 1997) 
(Brichta L et al., 2003) 
Gene  Location Effect and Role Reference  
SMN1 5q13.1 Causing SMA Lefebvre S. et al. 1995. Cell 80:155­65   
SMN2 5q13.2 Modifying SMA severity Sasongko TH et al. 2008. Pediatrics International 50:346­51   
NAIP 5q13.3 Modifying SMA severity, together with SMN2  Watihayati MS et al. 2008. Brain and Development. Oct 7 (Epub)  
p44T 5q13.4 Thought to cause SMA, no longer investigated  Akutsu T et al. 2002. Kobe J Med Sci 48:25­31   
LIX1 5q15 Causing feline SMA, no evidence in human  Fyfe JC et al. 2006. Genome Res 16:1084­1090   
FVT1 18q21 Causing feline SMA, no evidence in human  Krebs S. et al. 2007. PNAS 104:6746­51   
SIP1 14q13­q21 SMN interacting protein 1 Aerbajinai W. et al. 2002. Int J Biochem Cell Biol 34:699­707   
Wld(s) 4(mouse) New candidate gene for SMA (in mouse), no  evidence in man Rose FF. et al. 2008. BBRC 375:119­23   
Plastin3 Xq23­q24
Protective against SMA, highly expressed in  SMN1 deleted  uneffected 
females Oprea JE et al. 2008. Science 320:524­7   
mSin3A 15q24 Interacting with SMN protein  Zou J et al. 2004. J Biol Chem. 279:14922­8   
SMA genes and SMA  associated Genes   (from up to date literature)
Molecular Pathogenesis of Spinal Muscular Atrophy 
(SMA)
Introduction
SMA genes
  There is only one “disease producing gene” which is referred as 
    SMN1 (Survival of Motor Neuron1)  (Lefebvre etal., 1995)
 There is one “disease modifying gene” which is referred as SMN2
  (Survival of Motor Neuron 2)   (Helmken etal., 2003)
Ch 5q13
Both of the isotypes of SMN, disease producing and disease modifying 
genes of spinal muscular atrophy are located on chromosome 5
of human genome
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Products  o f SMN1 and SMN2, the  SMN Prote ins
SMN Prote ins FL-SMN Δ7 SMN FL-SMN
10% of total FL-SMN 40 % of total FL-SMN
Healthy individual     80% of the  FL-SMN is  encoded by 2 copies  o f SMN1 and 20% by SMN2
?
Non Functional
Functional
Introduction
Functions of Full Length SMN Protein
•    It’s a 38 KD polypeptide with 294 amino acids
•    Involved in several functions especially in the form of    
         SMN­complexes (part of many crucial proteins)
•    Most important functions includes the involvement as a 
       crucial molecule in:
                                  a. pre­mRNA splicing machinery
                                  b. Cytoskeleton
                                  c. Apoptosis       
                                                                                                    
                      
                                                                                                                                                                                                
(Douglas A et al., 2000)
Introduction
Functions of SMN Complexes
 (Douglas A et al., 2000)
Introduction
SMN1 deletion or mutation Vs SMN2 as a disease modifying 
gene
1. Why only the expression of SMN2 is not effected in case of  carriers and SMA 
patients belonging to any of the clinical type? 
2. Why always conversion of  SMN1   SMN2 occurs not vice versa?
    (Brahe e tal., 2000)
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Influence of SMN2 copy number on the SMA 
phenotype
Each copy of SMN2 produces about 10% of FL-SMN2 transcript
SMA Type Gene Dosage FL SMN:∆7 SMN2
Type I 2 copies 20:80
Type II 3 copies 30:70
Type IIIA 3 copies 40:60
Type IIIB 4 copies 40:60
Type IV 4­6 copies 50­60:50­40
8 SMN2 copies fully protect from developing SMA
    (Brahe et al., 2000)
Introduction
Introduction
Introduction
Gene A  Gene B  Gene C  Gene D Gene E
TATA
A
mRNA
TATA Binding protein TSS site
4 genes through 1 promoter in a operonCore promoter 
Proximal promoter
Exon1 Exon2 Exon3 Exon4 Exon5
TATA
TATA Binding protein
TSS s ite
50-100 bp upstream
Trans cription factor 
1 promoter for 1 gene  Splicing and primary RNA formation
Therapies at Molecular level via promoter region
Exon1 Exon2 Exon3 Exon4 Exon5
TATA
A
TATA Binding protein
TSS s ite
50-100 bp upstream
Trans cription fac tor 
1 promoter for 1 gene  Splicing and primary RNA formation
Transcription Regulation
Splicing control
Eukaryotic Gene Transcription &Translation
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cAMP Elevator                       Bt2cAMP results in 3 fold increase activation of promoter region with CRE -II site
Protein Kinase A activator      Forskolin result in 2 fold increase activation of promoter region with   CRE-II site
How molecular therapies work?
Introduction
Q. What is the role of promoter in SMN expression in patients, is the 
     promoter of SMN in healthy individual is identical to the promoter 
of SMN in SMA patients?
Very little known about SMN Promoter Region
Need of Research on the Promoter Region of SMN gene
Gene Therapy
SMN1 Promoter  SMN2 Promoter 
Molecular characteristics of promoter region for conducting research? 
Justification of research
Introduction
Promoter region of SMN Genes
Inverted and duplicate 
* *
SMN2 SMN1
Start codon
*  Stop codon
100% similarity
Introduction
+10 
1 2000 4000
Absolute
Complexity
(AF189367
)
+10 
1 2000 4000
Absolute
Complexity
 +1 
1 2000 4000
Similarity
SMN2 Promoter
SMN1 Promoter
Similarity
(Vector NTI)
Figure . Graphical representation of Alignment between S MN1 and S MN2 promoter sequences 
CORE PROMOTER REGION OF SMN  GENES
?
Promoter region of SMN2 gene
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Methodology
Exclusion criteria
SMA patients with heterozygous 
deletion 
of SMN1 gene 
+ 
Copy no of SMN2 more than 2 
Copy no. of NAIP = 0
Inclusion criteria
SMA patients with homozygous 
deletion 
of SMN1 genes
+ 
With  copy no of SMN2 =  2
Copy no. of NAIP = 0
Materials and Methods
Experimental Overview
Materials and Methods
Materials
A. Positions of the primers for the proximal and distal promoter region of the SMN2 gene.
B. Position of the primers for the Pro720 and exon 1 region of the promoter region of the SMN2 gene.
Materials and Methods
Software used
1.Vector NTI suite 9.
2.Clustal X.
3.Gene Doc.
4.Online promoter prediction tools
Objectives
General objective
To study the molecular characterization of the promoter region of the SMN2 gene based
 on previous literature to get a clue about the transcriptional control of the SMN2 gene.
Specific objectives
1.Recruitment of the patients.
2.Bioinformatics analysis of the promoter and core promoter region of the SMN2 gene.
3.Optimization of PCR to amplify the promoter region of the SMN2 gene.
4.Cloning of the Pro720 region including hot spot region (Sarmila et al, 2004) of promoter    
        into pTOPO 2.1e cloning vector.
5.    Mutational analysis of the promoter region of the SMN2 gene.
6.Construction of Pro720, Pro 500, ProΔ500, Pro200 and Pro 100 into pTOPO 2.1e.
7.Restriction of Pro constructs and pGL4.74 (reporter vector) with EcoRI and HindIII to prepare 
the
        ligation mixture.
8.Transfection of Pro720::pGL4.74 and other constructs into HeLa cell lines.
9. Luciferase assay.
Total no. of  expected SMA patients = 69
                   Normal healthy controls  = 69HAS Hospital Alor Setar. 1
HB Hospital Besut. 1
HI Hospital Ipoh. 3
HIG Hospital Intan Gleneagles. 1
HKL Hospital Kuala Lumpur. 12
HPP Hospital Pulau Pinang. 3
HRPZII Hospital Raja Perempuan Zainab II. 2
HS Hospital Selayang. 2
HTAA Hospital Tengku Ampuan Afzan. 5
HTJ Hospital Tuanku Jaafar. 1
HTZ Hospital Tengku Zahirah. 12
HUKM
Hospital Univeristi Kebangsaan 
Malaysia. 5
HUS Hospital Umum Sarawak. 3
HUSM Hospital Universiti Sains Malaysia. 14
PPP P. Perubatan Pantai. 1
PPUM P. Pernubatan Universiti Malaysia. 3
Results
Results
1. Recruitment of patients
SMN1 gene deletion analysis = 52 patients confirmed to be effected with SMA
                                                        with 42 confirmed to have SMN1 deletion
                                                        10 patients were cases of non deleted SMA
­ve 1 2 3 4 5 6 7Mk
PatientsPCR­RFLP analysis for the presence of SMN1
Deletion or non-deletion is indicated respectively by the absence or
 presence of the first band at 188 bp after DraI digestion following PCR.
 The second band at 164 bp shows the presence of SMN2 exon 7.
Highly suggestive SMA 
patients 52
Non SMA clinically 17
Results
SMN1 gene deletion analysis = 42 patients confirmed to have SMN1 deletion
Type of SMA
No. of 
patients
Type I 21
Type II 22
Type III 9
Males 10
Females 11
Males 9
Females 13
Males 4
Females 5
Results
SMN2 copy no. analysis
The patients who were confirmed to be SMA patients with deletion in SMN1 gene were used
Real time PCR for SMN2 quantification
(Feldkotter et al., 2002)
Results
The survival motor neuron gene (SMN, present  in two highly homologous copies, SMN1 and SMN2) and the neuronal apoptosis inhibitory 
protein
gene (NAIP, adjacent to SMN) are two candidate genes for proximal SMA (Roy et al., 1995).
Same sequence of the promoter of SMN1 and SMN2 give different levels of FL­SMN protein (Boda et al., 2004)
Patients with more than 2 copies  of SMN2 and different clinical severity shows same levels of FL­SMN (Myriam et al., 2007)
Results
2. Bioinformatics analysis of the promoter and core promoter 
      region of the SMN2 gene 
Results
Cis acting Transcriptional factor site binding motifs within S MN2 flanking region.
(Cister analysis tool)
Pro720
Results
Bernadette etal
Sarmila etal
Results
Followed by BLASTP
Results
The core promoter region of the SMN2 gene is still unknown.
The 4.6 kb region of the intragenic flanking region of 6.2 kb was cloned and studied 
previously and has been reported to have maximum expression.
The promoter prediction tool predicted regions of highest probability to be the
expected promoter region in ~4.6 kb region flanking SMN2 gene. It was found that the 
probability was maximum at position 3188bp (0.92), at 811866bp (with LSF and ERE TFs)0 it 
it was 0.83 and in a region with reported CRE binding site (42014251bp) it was 0.85. 
the results were analyzed with a cutoff of  probability value 0.8.
The core promoter region was analyzed using core promoter finder software which makes
use of the TSS for identification of the core promoter. It was found that the probability of TSS
Was calculated to be maximum (0.655) at position 577 bp upstream of the SMN2 gene within 
reported ­750 bp region of maximum expression (Monani et al., 1999) but within the 
Reported 4.6 kb expected promoter region the probability of TSS was found to be maximum at 
position  2655 bp with the score rate of 0.999.
There were different ORF found but none of match with the BLASTP database.
There were total 15 TATA box sequences found. Out of them 2 were found to be in the region of
reported (Monani et al., 1999) of highest expression. 
Results
Results
4.  Cloning of Pro 720 region including CRE binding site (Sarmila et al., 2004)
Methodology of TA Cloning Preparation of Competent cells
1. Incubate a single colony at static condition at 37oC. In LB broth.
2. Transfer 300 ul of the ON broth into 50 ml of LB broth.
3. Incubate at 37oC at shaking conditions.
4. Wait till OD =  0.4
5. Transfer all culture into falcon tube (50ml) and centrifuge at 4oC for 20 min.
6. Remove the supernatant and dissolve the pallet in 5ml of the MgCl2 (0.1M).
7. Incubate at 4oC for 30 minutes and  then centrifuge at 4oC for 20 min. 
8. Remove the supernatant and dissolve the pallet in 5ml of the CaCl2 (0.1M).
9. Incubate at 4oC for 30 minutes and then centrifuge at 4oC for 20 minutes. 
10. Remove the supernatant and dissolve the pallet in 2ml of the CaCl2 (0.1M).
Transformation into Ecoli (XL1 Blue and Top 10)
1. Incubate the ligation mixture and the competent cells at 4oC for 1 hour.
2. Transfer the ligation mixture into the 300 ul of the competent cells.
3. Incubate at ice for 30 minutes.
4. Heat shock at 42oC for 50 seconds.
5. Incubate immediately at 4oC for 5 minutes.
6. Add 200ul of LB broth and incubate at 37oC at shaking conditions. 
7. Plate on selective plates.
Cloning into pTOPO cloning vector using TA cloning
Transform into TOP 10 E.coli 
Plated on selective LB agar (Ampicillin 100 ml/ml)
with IPTG as an inducer and X gal as a substrate 
Blue – White colony selection  + Amp resistant
0.7% AGE at 110 Volt for 45 min
Total no. of plasmids = 5 from different clinical types
Insert less colonies
Colonies with insert
Healthy control 1
Healthy control 2
Type I
Type II
Type III
* 200 bp was used as internal control
                                   A. Graphical representation of the pTOPO::Pro 720 promoter constructs.
                                   B. Confirmation of transformants by PCR
                                   Lane 1. 1 kb Marker.
                                   Lane 2. Positive Control.        Lane 3-5. Pro 720 controls.
Construction of pTOPO::Pro720
1. pTOPO :: Pro 720 H1
2. pTOPO :: Pro 720 H2
3. pTOPO :: Pro 720 X
4. pTOPO :: Pro 720 TI
5. pTOPO :: Pro 720 TII
6. pTOPO :: Pro 720 TIII
Steps involved
1. Optimizing the PCR 
2. Eluting the PCR product or purifying the PCR product
3. Preparation of “ligation mixture” and competent cells
4. Transformation by “heat shocked” method
5. Incubation for 18 hours.
6. Selection of colonies in white blue screening
7. Confirmation of transformants by PCR
8. Incubation of transformants + stock
9. Plasmid extraction after 12­14 hours incubation.
2.0 kb
1.5 kb
1.0 kb
0.75 kb
0.5 kb
0.25 kb
1          2         3        4         5         6          7
The construct must have 4 bands
1.19 bp
2.711 bp
3.1499 bp
4.2423 bp
2423 bp
1499 bp
713 bp
Restriction Mixture
Extracted Plasmid DNA =  4 μ l
        Restriction Enzyme = 1 μ l 
         Buffer (specified) = 2 μ l 
                         dH2O = 12 μl
Incubate at 37oC for 1.5 hours
Confirm through electrophoresis 
on 0.7% Agarose gel electrophoresis 
at 110 Volt for 45 min
Also confirm by DNA sequencing
Exon1 Exon2 Exon3 Exon4 Exon5
T A T A Binding protein
TSS s ite
50-100 bp upstream
Trans cription fac tor 
CRE Binding Protein
100 – 200 bp
5.  Mutational analysis of the promoter region of the SMN2 gene
Results
LSF sites and ERE sites
Primers Sequences TmoC
PCF TGTCGCCCAGGCTGGAGTG 64oC
P3932 TGAGCTCAGGAGTTCGAGAC 62oC
Pro 100 CTGCACTCCAGCCTGAGCG 64oC
Pro 200 ACGCCTATAGTCCTAGCTAC 60oC
Pro 500 ACGACAGAGCGAGACTCCG 62oC
Exon 1F GGCGGAAGTCGTCACTCTT 60oC
Exon 1R GGGTGCTGAGAGCGCTAATA 62oC
P1F CAA AGT CAG GGT TCC CTC TG 62oC
P5F TGT CAG AAT GCC AAC TCA GC 60oC
P7F TAA CTG TTG CCA GCT GAT GC 60oC
P8F TTT TTC TGG TTT GGG GTG AG 58oC
P9F ACG AAT TGC GTT CAT TTT CC 56oC
P10F CGG TAC GTA CAG CAA CTC CA 60oC
P1R TAC TGT GTG CTG AGC GCT TT 60oC
P5R CCA GGT TCC TGT CTG GAA AA 60oC
P7R GAA AGG GCA AAG GCA GTT TA 58oC
P8R CAG CAG GTG CAC ATG GTA AC 62oC
P9R CAA GCA TCA TCG TTG TCG TC 60oC
P10R CTT GGA AAA GTG GCA AGA CC 62oC
β-Globulin Forward CAACTTCATCCACGTTCACC 58oC
β-Globulin Reverse GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 62oC
(Roy etal., 1995) 
1863 AAA GCC TCT GAC GAG AGG ATC 64oC
1864 CTC TCA GCC TGC TCT TCA GAT 64oC
R-111 AGACTATCAACTTAATTTCTGATCA 64oC
X7-Dra CCTTCCTTCTTTTTGATTTTGTTT 62oC
541C960 GTAATAACCAAATGCAATGTGAA 60oC
541C1120 CTACAACACCCTTCTCACAG 60oC
CFTR Forward ACTCACCAAAGCAGTACAGC 60oC
CFTR Reverse GGGCCTGTGCAAGGAAGTGTTA 68oC
cenSMNex7forw TTTATTTTCCTTACAGGGTTTTA 58oC
cenSMNint7rev GTGAAAGTATGTTTCTTCCACGCA 68oC
(Feldkotter etal., 2002)
720 bp
1kb
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp
Ta of the Primers =  59.3o C 
Final Extension = 72oC for 30 minutes
720 bp 
0.7% AGE at 110 Volt for 45 min.
PCR product purification was done using commercially available kit (GENE ALL, General 
Biosystem, Seoul, Korea)
Direct sequencing was performed using same set of primers,  with the purified PCR product as template
ddH2O = 7μl
5 x Sequencing Buffer = 4 μl
5 μM F and R Primers = 4 μl
Big dye terminator v3.1 = 3.0
50 ng/ μl purified PCR product = 3 μl
Initial denaturation = 96oC for 1 min
Rapid thermal Ramp (1oC/sec) at 96oC for 10 sec
50oC for 5 sec 
60oC for 4 min
No. of cycles = 25 
Ethanol/ EDTA 
Precipitation
Hi Di Formamide 
Treatment
Results
No Mutation was found to be reported in the potential binding site 
for CRE  Site in Pro720 region,
There were 2 additional CA repeats found in the promoter region of 
SMN2 in 1 normal healthy individual DNA and 4 patients but these CA 
repeats are reported to have no effects on disease severity and induction 
of SMA.
Results
The mutational analysis of the non reported TF binding sites
+
Inter dependent functions and bindings of TFs  
Mutational analysis was performed in all chosen SMA patients for this study
Results
362 bp
H           Type I        Type II      Type III
Ta of the Primers =  55o C 
Final Extension = 72oC for 30 minutes
PCR product purification was don’t using commercially available kit (GENE ALL, General 
Biosystem, Seoul, Korea)
Direct sequencing was performed using same set of primers,  with the purified PCR product 
as templateddH2O = 7μl
5 x Sequencing Buffer = 4 μl
5 μM F and R Primers = 4 μl
Big dye terminator v3.1 = 3.0
50 ng/ μl purified PCR product = 3 μl
Initial denaturation = 96oC for 1 min
Rapid thermal Ramp (1oC/sec) at 96oC for 10 sec
50oC for 5 sec 
60oC for 4 min
No. of cycles = 25 
Ethanol/ EDTA 
Precipitation
Hi Di Formamide 
Treatment
No mutation found No mutation found
No mutation found No mutation found
No mutation found
* 200 bp was used as internal control
                                   A. Graphical representation of the pTOPO::Pro 720 promoter constructs.
                                   B. Confirmation of transformants by PCR
                                   Lane 1. 1 kb Marker.
                                   Lane 2. Positive Control.        Lane 3-5. Pro 720 controls.
Construction of pTOPO::Pro720
1. pTOPO :: Pro 720 H1
2. pTOPO :: Pro 720 H2
3. pTOPO :: Pro 720 X
4. pTOPO :: Pro 720 TI
5. pTOPO :: Pro 720 TII
6. pTOPO :: Pro 720 TIII
Steps involved
1. Optimizing the PCR 
2. Eluting the PCR product or purifying the PCR product
3. Preparation of “ligation mixture” and competent cells
4. Transformation by “heat shocked” method
5. Incubation for 18 hours.
6. Selection of colonies in white blue screening
7. Confirmation of transformants by PCR
8. Incubation of transformants + stock
9. Plasmid extraction after 12­14 hours incubation.
Results
6. Construction of Pro720, Pro 500, ProΔ500,
 Pro200 and Pro 100 into pTOPO 2.1e.
 
M      1      2      3       4       5       6
Construction of pTOPO::Pro500
2 % at 110 Volt
1. Optimizing of PCR
2. Amplification of Pro500
3. Elution of the PCR product and purification 
4. Cloning into pTOPO 2.1e
5. Transformation into Top 10 E.coli. 
6. Selection of transformants 
7. Confirmation with PCR
8. Extraction of plasmids.
9. Confirmation of plasmids with restriction analysis 
10. Confirmation with DNA sequencing
Results
Lane 1.  1kb marker
Lane2, 3, 4, 5, 6, Pro 500 PCR product
Construction of pTOPO::Pro500
Total no. of transformant = 37 / 250 ul/ plate 
1         2            3          4          5           6          7          8           9            10       11         12         13           14
Plasmid extraction was performed 
Results
0.75 kb
0.5 kb
0.25 kb
Lane 1 . 100 bp marker
Lane 2­7. PCR products of Pro200
Construction of pTOPO::Pro200
1. Optimizing of PCR
2. Amplification of Pro500
3. Elution of the PCR product and purification 
4. Cloning into pTOPO 2.1e
5. Transformation into Top 10 E.coli. 
6. Selection of transformants 
7. Confirmation with PCR
8. Extraction of plasmids.
9. Confirmation of plasmids with restriction analysis 
10. Confirmation with DNA sequencing
Results
Construction of pTOPO::Pro200
Total no. of transformant = 42 / 250 ul/ plate 
    1       2        3       4       5       6       7        8
Lane 1 . 100 bp marker
Lane 2­7. PCR products of Pro200
2% AGE at 110 Volt
Results
Construction of pTOPO::Pro100
1. Optimizing of PCR
2. Amplification of Pro500
3. Elution of the PCR product and purification 
4. Cloning into pTOPO 2.1e
5. Transformation into Top 10 E.coli. 
6. Selection of transformants 
7. Confirmation with PCR
8. Extraction of plasmids.
9. Confirmation of plasmids with restriction analysis 
10. Confirmation with DNA sequencing
    1          2         3        4          5          6          7        8
2% AGE at 110 Volt
Lane 1 . 100 bp marker
Lane 2­7. PCR products of Pro 100
Results
Construction of pTOPO::Pro100
Total no. of transformant = 58 / 250 ul/ plate 
Results
Lane 1 . 100 bp marker
Lane 2­7. PCR products of Pro 100 transformants.
1        2      3       4         5       6      7
1           2         3          4       5         6         7         8        9       10        11        12      13         14      15 
Pro 100                    Pro 200                          Pro 500                        Pro 720
Confirmation of constructs by restriction analysis (EcoRI / HindIII)
Results
Exon 1  Pro 100 Pro 200 Pro 500
1        2       3       4        5       6      7       8        9      10      11     12     13    14       15     16   
B        C        El B       El        El B       El        El B       El        El
Confirmation by DNA sequencing
DNA sequencing confirmed the specific inserts.
Results
Results
7.   Restriction of Pro constructs and pGL4.74 (reporter vector) with EcoRI and 
HindIII to prepare the  ligation mixture.
pGL4.10 pGL4.74 Restricted with 
1.BamHI and HindIII
2.PstI
3.EcoRI and HindIII
4.EcoRI and SmaI
Preparation and confirmation of the reporter vectors
Restriction of pTOPO::Pro series 
with EcoRI and HindIII
Restriction of pTOPO::Pro series 
with EcoRI and HindIII
Ligation into pGL4.74
Selection of transformants will be against ampicillin 
Results
Luciferase assay
Not yet done
Summary
The bioinformatics analysis was efficiently done and the core promoter region of the SMN2 
gene was analyzed in the reported “expected ~4.6 kb” flanking promoter region.
There was no mutation found in the promoter region of SMN2 gene in normal healthy 
individual (n=2) compare to the SMA patients (n=10, type I=2, type II=3, type III=5).
There was no mutation found among the promoter region of patients in different clinical 
types compared to each other. 
In type II patients (n=2), type III patients (n=2) and 1 normal healthy individual additional 
CA repeats were found in the proximal region of promoter but these sites are reported to 
have no effect in disease severity and progression. 
There was no mutation found in the TF binding sites at their consensus sequences in normal
healthy individual compare to the SMA patients.
The Pro720 region from normal healthy individuals and SMA patients was confirmed to be
cloned in pTOPO 2.1 e cloning vector. The confirmation was done by restriction analysis and 
DNA sequencing.
The Pro 720 region was divided into 4 constructs based on previous literature and the 4 
Constructs were confirmed to be Pro500, ProΔ500, Pro200 and Pro 100.
The  720bp, 500bp, Δ500bp, 200bp and 100 bp inserts were restricted from pTOPO to be ligated in to
EcoRI and HindIII restricted pGL4.74 reporter vector. 
Further analysis involving the cloning of the promoter regions with highest 
probability of involvement  in expression of the SMN2 gene using luciferase 
assay is ongoing and the results will be used to get a clue of transcription 
initiation of SMN2 gene. 
 
Objective no. 8 and 9
No mutation means there may be other factor which are involved in defining the 
disease severity 
The bioinformatics analysis clarify that the core promoter region was not identified yet 
and the reported ~4.6 kb region is actually the part of ~6.2 kb flanking region between 
SMN and NAIP genes. 
Based on Zhang method of promoter prediction, the promoter was predicted from 
large scale to the lower scale of the flanking regions based on sizes. The whole reported 
~4.6 kb region was analyzed for promoter prediction. Total of 7 region were identified to be
with the highest probability for being the promoter region. It was found to be present in the 
region of highest expression as reported by Monani et al., 1999.
The other six regions were further analyzed based on TATA binding sites and previous literature. 
the region above 1130 bp is reported to decrease the expression level in neuronal cell lines 
(Monani et al., 1999), so the region upstream of 3095 bp was consider to be not involved as 
there is no transcription factor binding sites as were analyzed by Cister analysis. The region
between 700 bp  1100 bp have many crucial TF binding sites so it was also considered as 
the probability for being a promoter region in this region was found to be 0.83 which is above
cutoff for this software (0.8).
It was followed by the “core promoter prediction” by the software from Zhang et al. 
The core promoter region was analyzed using core promoter finder software which makes
use of the TSS for identification of the core promoter. It was found that the probability of TSS
was calculated to be maximum (0.655) at position 577 bp upstream of the SMN2 gene within 
reported ­750 bp region of maximum expression (Monani et al., 1999) but within the 
reported 4.6 kb expected promoter region the probability of TSS was found to be maximum at 
position  2655 bp with the score rate of 0.999. The reported TSS for SMN is identified to be at
position ­162 bp (Laguna et al) which seems to be near to position 577 bp upstream which is in region
 (­445  ­228bp) reported  to give highest expression within ­750 bp. 
Discussion
TF = CREB
TF binding site = CRE at position ­400bp
Minimum region of highest expres  = ­455  ­228 bp
Region of highest expression = ­750 bp
TATAA boxes = position ­411 bp and ­45 bp
TSS = ­162 bp 
Effect of forskolin and BT2 on CREB 
TSS at position ­577 bp
Where is the core promoter region?
1.­40  +60 bp of TSS
2.­50  +100 bp  of TSS
If we consider TSS at ­162 (Laguna et al., 1999), then the co  pr moter
 must be in region of ­212  ­102 bp 
If we consider TSS at ­162 bp then we must consider region of highest expression to be 
in ­445bp  ­228bp
Core promoter is the minimal region of highest expression 
The two statements become highly contradict……
If we consider the core promoter to be present in region of highest expression (­455  ­228bp)
Then we must consider some very important regulatory elements to be present in this region
1.TATAA box at position ­411 bp 
2.CRE binding site at position ­400bp
3.TSS at position ­577 bp (our analysis), which is near to ­455 bp and above 2 elements. 
Considering the above mentioned elements the possibility of having the core promoter
 increases with in ­630 bp  ­228 bp.
The reported TSS (Laguna et al., 1999)must be considered in reference to the reported 
region of minimal expression (Monani et al., 1999).
The core promoter region of the SMN2 gene is not yet identified and a study is needed 
to solve the contradiction among reported literature. Our bioinformatics analysis
conclude the prediction of promoter region at different positions within 4.6 kb flanking
region with the probability of core promoter to be present within reported region of
highest expression.
Boda et al., 1999
Boda et al., 2004
Mutational analysis of the
 Type I SMA
No study yet explain 
the mutational analysis among all 
Clinical types of SMA
Discussion
Additional CA repeats were
Found in 1 normal healthy individual 
And 4 patients (2 type II and 2 type III)
Patients with more than 2 copies  of 
SMN2 and different clinical severity 
shows same levels of FL­SMN (Myriam 
et al., 2007)No difference in the promoter
region among different clinical types
implies no role of promoter region in 
maintaining the same level of FL­SMN in 
in patients with more than 2 copies of SMN2
Bernadett etal ; reported the 4.6 kb construct to give 5 times higher expression in neurons ?
We found that there is a LSF (TF) binding site with in the 4.6 kb region with the probability of 0.3
 + the vector back bone of the construc used by the researcher also have the LSF binding site with 
The probability of 0.82 (our study),  so the combine effect of 2 binding sites can increase the expression level. Sarmila etal; reported the involvement of CREB by interacting  two binding sites, but all this study was conducted 
invitro
With the healthy individual promoters. So there was a great need of a study on the promoter region of the 
patients 
from different clinical types. 
More over we make use of our bioinformatics analysis using different online softwares and Vector NTI advanced 
software.
Up to our knowledge our study is the first reported study about the bioinformatics analysis of the promoter 
regions of the 
SMN gens and the mutational analysis of CRE binding sites within the promoter region of the different clinical 
types of the SMA. 
Previous reports regarding the use of  cAMP activators and Protein Kinase A activators 
also suggest “NO MUTATION” of the CRE sites as these elevators will never work if the 
CRE sites could have been mutated in any case. So, CRE binding sites can play a vital role in over expression 
of SMN2 gene in patients and in healthy promoters (Sarmila etal.,2004) but is not the cause of SMA.
Conclusion
         The core promoter region of the SMN2 gene has not been identified yet and a study was a need  to solve the contradiction 
among reported literature. Our bioinformatics analysis concluded that the prediction of promoter region at different 
positions, within 4.6 kb flanking region, 
          with the probability of core promoter to be present within reported region of highest expression (­750 bp) by Monani et al., 
1999.
         There was no mutation found among the promoter region of the SMN2 gene in patients of  SMA in different clinical types 
which showed
         there is no role of the promoter region  of the SMN2 gene in SMA induction. Same sequence of the promoters of SMN1 and 
SMN2 
         (Boda et al., 1999) implies that the SMN1 promoter with the same sequence and regulatory elements may not be involved in 
SMA induction.
        The comparison between the promoter of the SMN2 gene in different clinical types of SMA  confirmed that there is no 
mutation in the 
        promoter region of the SMN2 gene among SMA patients  in different clinical types. As previous report mentioned  that the 
patients with
        more than 2 copies of SMN2 and different clinical severity shows same levels of FL­SMN (Myriam et al., 2007), again  our 
result with no 
        mutation to be found  in the promoter region explains that the promoter region  has no effect on the disease severity rather 
the effect can 
        be through the over expression of different transcription factors which has a indirect effect on SMN2 expression.
       No mutation was found in the reported CRE binding sites at position ­400 bp in normal healthy controls and SMA patients in 
clinical types. 
       Furthermore, the increased expression of the SMN  genes through froskolin or BT2 which act through CRE sites in all SMA 
types, reflects 
       these compounds must have no effect if CRE site is mutated (Sarmila et al., 2004). The absence of any mutation and positive 
effect of 
       forskolin and Bt2 on CRE sites confirms that the CRE site can only be used for over expression of SMN genes but CRE site is 
not the cause of
       induction of SMA.
        The region of minimal expression is located between region …. with active involvement of TATAA box at position … , and 
TSS at site …, 
 
Constructions of constructs for the 3rd objective
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DNA study only DNA –Protein interaction strategy 
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Summary of progress
(according to the PhD proposal submitted to IPS)
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